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^ (54) Title: RINSING SOLUTION FOR CONTACT LENSES 

fn 

Tf (54) litre : SOLUTION DE RINCAGE POUR LENTILLES DE CONTACT 

^ (57) Abstract: The invention relates to the use of an aqueous ionic solution for rinsing contact lenses, particularly contact lenses 
made of hydrophilic materials. Said aqueous ionic solution is produced from sea water, has an ionic composition that is of the same 
^ quality as that of sea water, and the quality of which is such that said aqueous ionic solution has a pH of 4 to 9. preferably 7 to 8, and 
O ^ osmolality of 150 to 700 mOsm/kg, preferably 250 to 350 mOsm/kg. 

(57) Abrege : Utilisation pour le rin^age des lentilles de contact, notamment celles ^tablies en mat^riaux hydrophile, d'une solution 
ionique aqueuse obtenue k partir de Teau de mer dont la composition ionique est du point de vue qualitatif celle de Teau de mer et 
du point de vue quantitatif telle que d*une part son pH soit de 4 ^ 9, de preference de 7 k 8 et que d'autre part son osmolalite soit de 
150 k 700, de pr6f(6rence de 250 k 350 mOsm/kg. 



o 
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Solution de rin^age pour lentiUes de contact 



L'inventioh a pour objet une solution de linkage pour laitilles de contact. 

Parmi les lentilles de contact que Ton trouve dans le commerce, les plus utilisees 
sont celles qui sont etablies en des mat6riaux hydrophiles. 

Entre deux utilisations successives, ces lentilles de contact sont rinc6es a Taide de 
solutions notamment-aqueuses qui permettent de les d6sinfecter ; pendant la nuit, ces 
lentilles sont conservees en milieu humide. 

II existe de nombreuses solutions de rin9age de ce genre. 

De par leur caractere hydrophile^ ces lentilles absorbent des quantites non 
n6gligeables de ces solutions de rin9age, notamment pmdant la nuit lorsqu'elle sont 
conservees immergees dans ces solutions. 

Lors de leur mise en place sur Toeil, elles amdnent done les solutions en question k 
la surface oculaire, au contact de laquelle elles peuvent Stre relargu6es. Et il est evident 
que loTsqu'elles comportent des constituants initants pour Toeil, le patient porteur des 
lentilles peut d6velopper des intolerances telles qu*il doive abandonner I'usage des lentilles 
de contact. 

Or, c'est pr6cis6ment ce que Ton obs^e dans la pratique ; les intolerances aux 
lentilles de contact sont de plus en plus nombreuses et vm certain pourcentage de ces 
intolerances est tres probablement du a la presence des constituants irritants dont il vient 
d*etre question. 

Le but de Tinvention est done surtout de remedier aux inconvenients de Tart 
anterieur et de mettre a la disposition de Tutilisateur une solution de rin9age pour lentilles 
de contact ne comportant pas de constituants irritants pour roeil. 

Et la Societe Demanderesse a le mSrite d'avoir trouv6 qu'une solution rdpondant 
aux desiderata exposes ci-dessus est une solution ionique aqueuse obtenue a partir de I'eau 
de mer dont la composition ionique est du point de vue qualitatif celle de Teau de mer et 
du point de vue quantitatif telle que d'une part son pH soit de 4 a 9, de pr6f6rence de 7 ^ 8 
et que d'autre part son osmolalite soit de 150 k 700, de pr6f6rence de 250 a 350 mOsm/kg. 

Plus particulierement, il s'agit d'une solutioii ionique aqueuse obtenue k partir de 
d'eau de mer caracteris6e par : 

- une valeur de pH de prdference inferieure ou au plus egale aux valeurs les plus 
basses du pH de Teau de mef, 

- une osmolalite inferieure a celle de Teau de mer et 
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- une . composition du point de vue ionique qui est qualitativement et 
quantitativeinent celle de! I'eau de mer, k I'exception du point de vue qualitatif, 
d'une part, de la concentration en potassium qui est superieure a celle de I'eau 

5 de mer et, d'autre part, des concentrations en Na, Mg, Ca et CI qui sont 

inferieures a celles de Teau de mer, lesdites concentrations 6tant 
o . pour Na*, de 1300 a 1500, de preference de 500 a 1000 mg/1, 
o pour K*, de 4500 k 6500, de preference de 5000 k 6000 mg/1, 
opour Mg**, de 50 k 1300, de preference de 100 a 500 mgA, 
10' o pour Ca**, de 20 a 350, de preference de 40 a 200 mg/1, 

o pour CI* de 4000 a 6000, de preference de 4500 a 5000mg/l. 
La solution ionique aqueuse eh question, fait Tobjet de la demande de brevet 
fran9ais n° 99 1 68 1 4 depos6e le 3 1 decembre 1 999. 

Uinvention a done pour objet Ihitilisation, en tant que solution de rin9age pour 
1 5 lentilles de contact, de la susdite solution ionique acqueuse. 

La superiority de la solution utilis^e conformement k Tinvention par rapport aiix 
solutions de rin9age pour lentilles de contact qui existent dSja a 6t6 d6montre par les essais 
"in vitro" d6crits ci-aprfes. 

Ces essais ont 6t6 effectu6s en utilisant des cellules issues d'une lignee de cellules 
20 conjonctivales humaines dite Wong Kilboum Derwated Conjonctival Cell (WKD, ATTCC 
20.2). 

Ces cellules ont ete mises au contact k 100%, c'est a dire inmiergees, pendant au 
moins 15 minutes d'une part dans la solution utilisee confonn6ment a Tinvention et d'autre 
part dans quatre solutions de rin9age pour lentilles de contact du commerce 
25 commercialisees sous les marques de fabrique "Complete", "SoloGare", Opti Free" et 
"Renu" respectivement par les .laboratoires Allergan, Ciba Vision, Alcori ef Bausch et 
Lomb. 

Les. effets produits sur ces cellules conjonctivales ont 6t6 6valu6s par diffSrents 
tests d6sign6s par "MIFALC" (Microtitration Fluorimetric Assays on live Cells) dans 
30 lesquels on utilise ce qu'on appelle des "sondes" fluorescentes appliqu6es directement sur 
des cellules vivantes adh6rentes, k savoir 
le test au rouge neutre 

- le test au Hoechst 33342 ou HO/Iodure de propidium ou IP 
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- letestarH2DCF-DA 

- le test £i rhydroethydiae 

- le test k la Rhodamine 1 23 

- le test au Nonyl Acridine Orange (NAO) 

qui, respectivement permettent de connaitre Teffet des solutions test6es sur les marqueurs 
cellulaires suivants : 



la viabilite cellulaire, 

la condensation de la chromatine(apoptose), 
les formes reactives de Toxygene, 
r anion superoxyde, 

le potentiel transmembranaire mitochondrial, 
la masse mitochondriale 



, Les cellules Wong Kilboum Derivated Conjonctival Cell (WKD, ATCC 20.2) 
sont cultivees- en flasques de 75 cm^ dans un incubateur thennostate a 37^C sous 
atmosphere himiide contenant 5% de CO2. 

Le milieu de culture utilis6 est du DMEM enrichi k 10% en SVK, contenant 1% 
de glutamine et des antibiotiques, notamment de rampicilline/Kanamycine. 

Le milieu de- culture est renouvele tous les 2-3 jours, les celltdes sont trypsinees a 
80% de confluence soit 1 fois par semaine en moyenne. 

Les tests sont efFectu6s dans des microplaques a 96 puits. 

24 heures avant le traitement des cellules testees a Taide des differentes solutions 
de rin9age, les microplaques 96 puits sont ensemencees avec les cellules WKD k raison de 
5 000 cellules par puits. 

On utilise 1 plaque par test, soit 8 plaques au total. 

Etant donne que les sondes fluorescentes 6mettent dans TUV, il est n6cessaire 
d'utiliser des microplaques sp^ciales k bords noirs (notamment dans le test au Hoechst 
33342- Ho/rP). 

24 heures aprds I'ensemencemOTt, les microplaques sont traitees avec les solutions 
a tester, 

L'incubation est de 15 minutes et s'effectue selon le sch6ma de plaque suivant 
comportant les colonnes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 et 12 et les lignes A, B, C, D, E, F, 
G,etH. 
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dans lequel les dififerentes abreviations signifient : 

Tem : temoin = BSS Comp: Complete Renu : Renu 

Sero: Solution utilis6e conforaiement k Tinvention Opti : Optifree Solo: Solo care 

Les solutions sont utilisSes pures et sous conditions studies. 

L'expSrimentation est renouvel6e trois fois de suite avec ce meme protocole. 

Dans les differents tests, les effets obtenus se traduisent par ime fluorescence plus 
ou moins intense. 

On decrit ci-apres et dans un premier temps la fa9on dont sont mis en ceuvre les 
differents tests MIFALC dont il a ete question plus haut. 
h Test au Rouge Neutre 

Dans ce test, on eyalue Teffet des solutions test6es sur la viabilite cellulaire et 
rintegrite membranaire, les resultats 6tant exprim6s en % de fluorescence par rapport au 
temoin: 

Ces resultats peuvent etre analyses k I'aide du logiciel statistique "sigmastat32" 
version 2.0 (Analyse de variance et post hoc test. Test DUNNET) 

Le test au Rouge Neutre est realise selon le protocole de Borerifreund (qui pr6yoit 
50 jjml/3h) ; ce protocole a et6 utilise et valid6 dans differentes 6tudes multicentriques 
europeemies; il est consid6re comme Tun des plus sensibles pour revaluation de la 
cytotoxicite d'une substance. 

Le Rouge Neutre est un colorant vital d'inclusion dont la fixation a Tinterieur des 
cellules est fonction de la viabilite cellulaire et de Tintegrite membranaire. 

H permet ainsi d'evaluer Teffet cytotoxique d'un agent chimique ou physique 
apres 24 a 72 h, en moyeime, de contact. 
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L*expression du resultat se fait classiquement en pourcentage de viability par 
rapport au temoin non traite. 

L*evaluation du resultat du test au Rouge Neutre est faite par detection 
fluorim^trique pour augmenter la specificit6 de la reaction selon une procedure MiFALC 
(Microtitration Fluorimetnc Assays on Living Cells). 

La sensibility de detection du Rouge Neutre dans ces conditions est de 50pg/ml. 
(Rat P et aL, Cell BioL Toxicol,,! 994, 10, 329-337; Rat P. et ai.. Methods in 
En2ymology,1995, 252, 331-340.). 

2. Test au Hoechst 33342/3odure de propidium 

Par ce test, on evalue la condensation de la chromatine (Apoptose), autrement dit le 
mecanisme de mort cellulaire 

(Apoptose/Necrose->rapport Hoechst/ Rouge Neutre) 

Le "Hoechst 33342" utilise, est une sonde specifique de Tadenine et de la 
.Oiymine, qui sont des constituants de T ADN des cellules. 

Un contre-marquage avec du iodiu-e de propidium garantit une fixation du 
"Hoechst" sur des cellules normales ou seulemCTit en apoptose, car les noyaux ou les 
d6bris d'ADN des cellules en ndcrose sont color6s trfes rapidement par Tiodure de 
propidium intercalant qui empeche alors la fixation ult6rieure du ^Hoechst". 

Une fluorescence bleue foncee est observ6e apres fixation du "Hoechst" sur 
I'ADN des cellules normales. 

Si le nombre de cellules normales diminue, la fluorescence du "Hoechst 33342" 

decroit. 

Mais une condensation de la chromatine associee a un phenomene d'apoptose 
induit une surexpression de la fluorescence du "Hoechst" et done ime augmentation de 
fluorescence du signal / temoin. 

On pent ainsi observer, apr^s traitement de seulement 15 minutes par la solution 
rOptiFree une baisse reguliere du signal. 

Par centre, le signal de fluorescence reste elev6 et m&me augmente par rapport au 
temoin pour les solutions SOLOCARE ET RENU. 

On pourrait en deduire Thypothese d'lm m6canisme d'apoptose dans la 
cytotoxicity de ces produits sur notre module cellulaire retenu. 
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3. Test a la DCFH-DA (on H^DCF-DA^ et a rHvdroethidme 

Ces tests pennettent d'evaluer une eventuelle production nidicalaire ou plus 
pr6cisement respectivement la synthese de peroxyde d'hydxogene ou celle d'anions 
superoxyde. 

Les sondes fluorogenes DCFH-DA ou hydro6thydine eniettemt au contact de 
radicaux libres (ROS, H2O2, anion superoxyde) une fluorescence verte, 

Cette production radicalaire trhs labile est trfes sensible aux artefacts des 
protocoles standards d'evaluation (trypsination, monodispersion des cellules..), d'oti 
rimportance d'utiliser la technologie cytofluorimetrique en lumiere jfroide (MCCM), qui 
permet d'utiliser ces sondes directement sur des cellules vivantes adherentes sans 
trypsination et sans monodispersion des cellules. 

La limitation de ces artdfacts permet d'am61iorer considerablement la quality du 
signal et de pouvoir travailler, avec une grande sensibilit6 (pg-fg/ml), sur des cellules 
classiques (fibroblast's, t6nocytes, cellules conjonctivales) qui ont un niveau radicalaire 
base plus faible que des cellules sp6cialis6es (macrophages ou polynucl6aires en 
suspension) utilis6es en cytometric de fliix. 

Plus particulierement, le test a la DCFH-DA permet r6valuation des formes 
reactives de roxyg6ne,.principalement le peroxyde d'hydrogene. 

La sonde H2 DCF-DA est cliv^e k Tinterieur des cellules par des esterases 
cellulaires. 

Le d6riv6 fluoresceine forme H2DCF n'est pas fluorescent, mais pent le devenir 
au contact de formes reactives de Toxygene (par exernple du peroxyde d'hydrogene) pour 
former de la dichlorofluoresceine qui emet ime fluorescence verte. 

On peut ainsi observer une suiproduction de radicaux libres en fonction du temps 
d'incubation (15, 30, 45,60 minutes) ou en fonction des difT&ents produits testes. 

Concemant le test a la THydroEthidine on notera que cette demiere, qui n'est pas 
fluorescente, se transforme en 6thidine (bromure d'ethidium) fluorescente sous Teffet 
d'anions superoxyde, 

Cette reaction sp6cifique de I'anion superoxyde permet de mettre en Evidence le 
r61e de ce radical dans certains m^canismes de cytotoxicite. 
4. Les tests a la Rhodamine 123 et au NAO 
Ces tests pennettent d'evaluer 1' activite et de la masse mitochondriale globale. 
La mitochondrie semble etre une cible precoce et privilegiee dans le m6canisme de 
cytotoxicite de nombreuses molecules. 
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Jusqu'a present, revaluation de Tactivite mitochondriale etait delicate et 
n6cessitait un materiel tres loxurd (Laser en CMF ou inicro61ectrodes). 

Les nouvelles inSthodes de Microtitration Cytofluorim6trique (MCM),. qui 
incorporent la technblogie de fluorim6trie en lumifere jfroide (MCCM), permettent 
S I'utilisation de sondes specifiques directement sur des cellules vivantes. 

. Plus particuli&rement, le test k la Rhodamine 123 (Rhl23) est une sonde bien 
connue en cytom6trie en flux (CMIF) pour sa fixation sp6cifique sur la mitochondrie. 

La sonde fluorescente Rhodamine 123 (Rh 123) est done appliquee a des cellules 
vivantes pour ^valuer les variations de ractivit6 mitochondriale globale suite a Taction des 
10 solutions testees. 

La fluorescence de la Rhodamine 123 est proportionnelle aii » potentiel 
transmembranaire mitochondrial. . 

L'evaluation de la Rhodamine 123 . est faite avec une detection fluorim6trique 
j(Exc-490 jmj/Em. 535 nm) .selon^une procedure MiFALC (Microtitration Fluoimietric 
15 Assays on Living Cells). 

La sensibility de detection de la Rhodamine 123 dans ces conditions est de 20 
pg/ml (Rat P et aU Cell Biol ToxicoL,1994. 10,329-3). L' interpretation des :r6sultats 
n6cessite Tanalyse d'un test k laNAO (Nonyl Acridine Orange) associ6. 
5. Test au Nonvl Acridine Orange 
20 La Nonyl Acridine Orange est uhe sonde fluorescente dans le rouge et dont la 

fluorescence est independante du potentiel transmembranaire. 

En effet, la NAO se fixe sur le cardiolipide de la membrane mitochondriale. Plus 
la masse et la surface mitochondriale sont importantes plus la fixation du NAO sera 
importante et sa fluorescence ^lev6e. 
25 Lors d'un stress cellulaire, les mitochpndries peuvent grossir ou diminuer en taille 

induisant indirectement une modification du potentiel transmembranaire ndtochondrial. 

Done, Tanalyse des tests Rhodamine 123 et NAO permet ime Evaluation fine de 
ractivit6 mitochondriale (test a la Rhodamine 123) qui peut Stre pond6r6e par les 
modifications de la masse mitochondiale (test NAO) stiite k un stress cellulaire. 
30 Autrement dit, elle permet d'ayoir une id6e precise sur Teffet produit par les 

solutions testees. 

Ainsi. que Ton vient de le voir, les tests retenues donnent lieu k des signaux de 
. fluorescence. 
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n s'agit done d'evaluer ces signaux de fluorescence. 

Pour ce faire, on. a recours k une technique de Microtitration Cytofluorimetrique 
(MCM) incoiporant la technologie de fluorim6trie en Imnifere froide (MCCM: Microplate 
Cold light Cytometry) d6crite par Rat P. et al., dans Methods in Enzymology,1995. 
5 252,331-340. 

La lunite de detection de cette technique est : pico-femtogramme de sonde/ml 
Le spectre de detection est : 280 k 870 mn 

H est ainsi possible d'effectuer des mesures de sondes fluorescentes intracellulaires 
directement en microplaques sur des cellules vivantes (MIFALC tests : Microtitration 
10 Fluorimetric Assay on Living Cells) 

Grace a cette technique, il devient possible d*6tudier la cytotoxicite siu: des temps 
courts et longs ainsi que des cinetiques en continu, car la lign6e cellulaire utilisee a un 
equipement enzymatique stable dans le temps k la diff^ence de la prnncculture ; de plus 
la technologie utilis6e permet r6valuation de la cin6tique de fluorescence sur des cellules 
IS adh^entes. 

Elle permet 6galement d'6valuer la cytotoxicite directement sur des cellules 
vivantes adh^rentes (tests MIFALC -Microtitration Fluorimetric Assays on Live Cells), 
car le fait de trypsiner ou de monodisperser les cellules poxir permettre leur utilisation en 
immunochimie ou en cytometric de flux induit differents art6facts qui peuvent alt6rer 
20 1 'observation et rinterpretation correcte de certains marqueurs labiles (par exemple des 
radicaux libres...). 

Les cellules de Toeil sent des cellules adherentes qui perdent certaines fonctions 
intracellulaires si on les separe de leur support ou si on les dissocie Tune de I'autre. 



25 les procedures MiFALC, 

Enfin, Tutilisation d'une technologie cytofluorim6trique sur microplaques presente 
Tavantage d'associer la sp6cificit6 de detection des m6thodes fluorim6triques, la sensibilitd 
d'une technologie en lumi^re firoide (pico-femtog/ml de sonde detect6e) et la 
reproductibilite de methodes sur microplaques. 

30 Linterpr6tation des r6sultats des tests venant d'Stre d6crits, on pent 



H est done preferable de travailler sur des cellules vivantes adh6rentes en utilisant 



-d'6valuer le type de mort cellulaire induit (necrose ou apoptose), 
-d'evaluer les formes radical aires de Toxygene (H2O2) induits, 

- d'evaluer une eventuelle surproduction d'anion superoxyde et 

- d'6valuer Tintensit^ de I'activite mitochondriale. 
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a) Evaluation du type de mort cellulaire (riecrose-apoptose) 

L'association de plusieurs marqueurs fluorescents permet la mesure simultan6e des 
mecanismes de mort cellulaire de type necrose et apoptose. 

Pour ce faire, on utilise l'association d'une sonde telle que le Rouge Neutre pour 
mesurer rint6grit6 membranaire avec deux sondes ADN, Hoechst 33342 et lodure de 
propidium, pour la -mesure des mteanismes d'apoptose et de condensation de la 
chromatine. 

Une augmentation significative du "Hoechst" par rapport au t^moin est 
generalement le signe d'une condensation de la chromatine lors des mecanismes 
d'apoptose qui est d'ailleurs confirmee par les observations au microscope en 
fluorescence. 

On pent ainsi observer que la solution utilisee conform^ent k Tinvention est 
globalement incite et nejdonnepas dejcjtotoxicit6 particuli^re que ce soit pour la n6crose 
oul'apoptose. 

Par contre, les solutions du commerces telles que le R6nu® ou le Solo care® 
induisent une augmentation significative de la fluorescence du "Hoechst", signe d'un 
stress cellulaire de type apoptose. 

Pour rOptifi-ee®, en moins de 15 minutes, on observe une mort cellulaire de type 
n6crose; cette n6crose pent en fait 8tre un mecanisme d'apopto-necrose qui poiurait etre 
precise avec les tests complementaires. 

Dans le cas du produit Complete®, on observe un stress cellulaire avec 
augmentation des deux marqueurs dont le mecanisme pourra etre precise par les autres 
tests. 

De ce fait, des cette premiere s6rie de tests, on observe deux groupes, . d'une part la 
solution utilisee seldn I'invention qui est globalement inerte sur les cellules conjonctivales 
de Toeil himiain, et, d'autre part, les difif^rents produits.multifonctions du commerce pour 
le rin9age des lentilles de contact qui induisent toutes un stress cellulaire de type necrose, 
apopto-necrose ou apoptose. 
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Evaluation des fonnes radicaiaires de Toxveene (1 120^ 



On observe une cinetique d'apparition des fonnes iradicalaires de Toxygdne. 

Cette cin6tique correspond aux tests eflfectu6s avec la sonde H2DCF-DA, qui 
reagit avec les diff6rentes formes radicaiaires de Toxygfene, et particulidrement avec le 
peroxyde d'hydrogene (H2O). 

On pent ainsi observer un cbmportement extrSmement different entre la solution 
confonn6ment a Tinventioh et les produits du commerce. 

Apres 15 minutes de contact, il n'y a pas de difference significative entre les 
differentes solution connues du commerce. 

II ne semble done pas y avoir de role specifique des formes radicaiaires de 
Toxygene dans Tinduction des stress cellulaires observ6s pr^cedemment sur des temps 
courts de 15 minutes. 

, Par contre, le declenchefnent de ces mecanismes d'apoptose et de n6crose peut 

induire des modifications de la production de fonnes radicaiaires. 

Ainsi, apr^s 60 minutes de contact, toutes les solution du commerce induisent une 
diminution des formes radicaiaires de I'oxygene probablement li6e k un effet de stress 
cellulaire et mdme k une diminution du nombre des cellules, due aux morts cellulaires 
observ6es des les 15 premieres minutes (necrose et apoptose) vues precedemment avec les 
tests Rouge Neutre et "Hoechst". 

Dans le cas de la solution utilisee conformement a Tinvention, on observe que les 
cellules sont fonctionnelles et reagissent a cet agent exogene par tme surproduction 
radiealaire sans induire d'alteration significative de la cellule car les tests de cytotoxicite 
globale (tests au Rouge Neutre ne sont pas perturb^s. 

c) Evaluation d'urie suroroduction d' anion superoxvde 

On observe une surproduction d'anion superoxyde suite au traitement par les 
diffi^entes solutions test6es. 

On observe, en fait, qu'il n'y a pas de difference significative par rapport au 
temoin et Ton n'observe pas de surproduction d'anion superoxyde quels que soient les 
produits. A noter que la production d'anion superoxyde dans les cellules incubees avec la 
solution utilisee conform6ment a Tinvention a tendance a etre la plus faible des produits 
testes sans observer de difference significative au vu des ecarts-types importants. 

On observe done globalement un stress cellulaire important s'orientant vers la mort 
cellulaire par apoptose mais sans etre lie a un stress radiealaire significatif 
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Des tests complSmCTtaires sur la mitochdndrie pennettront d'e^qjlorer les autres 
voies d'induction de Tapoptose. 

d) Evaluation del 'activity mitochondriale 

Pour cette evaluation^ on associe simultan6ment deux sondes fluorescentes. 
5 La premiere de ces sondes k savoir la sonde Rhodamine 123, permet d*6valuer le 

potentiel transmembranaire mitochondrial, alors que la deuxieme, NAO (nonyl acridine 
orange), jpermet de inesurer la masse mitochondriale. 

On observe ainsi, apres seulement 15 minutes de contact, \me diminution 
significative du potentiel transmembranaire mitochondrial pour les solutions du commerce 
10 de type Renu® ou Solocare® . 

On sait qu'une telle . diminution dii potentiel transmembranaire mitochondrial 
apparaft dans des phases, pr^coces d'apoptose qui ont 6te observ6es des 15 minutes et est 
confirmee par I'apparition de la condensation de la chromatine avec les sondes telies que 
le "Hoechst". 

15 En outre, on observe une dissociation de la masse mitochondriale et de Tactivit^ 

mitochondriale pour les solutions du commerce telies que le Complete® et 1 'iOptifiree® ce 
qui confirme le stress cellulaire observe auparavant. 

La solution utilis6e conformement a Tinvention, quant a elle, apparait globalement 
inerte comparee aux autres solutions du commerce utilisees pour le rin9age des lentilles de 

20 contact. 

Globalement, il apparait done que tons les produits du commerce induisent un 
stress cellulaire significatif. 

Contrairement a la solution utihsee conformement a Tinvention, le Solocare® et le 
R6nu-- induisent dhs 15 minutes d'incubation des m^canismes d'apoptose trfes nets avec 
25 condensation de la chromatine et alt^ation des fonctions mitochondriales. 

Les solutions Optifi-ee® et Complete induisent im stress cellulaire caract6ris^ par 
le d6clenchement du systeme de compensation mitochondriale, diminution de la masse, 
augmentation du potentiel transmembranaire mitochondrial, qui, si le stress perdure, 
peuvent aboutir k des m6canismes d'apoptose-n6crose. 
30 Uensemble des constatations et conclusions qui precedent montrent tres nettement 

la superiorite, de par son innocuite, de la solution utilisee conformement a Tinvention par 
rapport aux solutions deja existantes pour le rinpage de lentilles de contact. 

Et cela d'autant plus que les stress observes et decrits plus haut et qui pemiettent 
d'aboutir a ces conclusions ont ete observes apres seulement 1 5 minutes de contact avec 
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les solutions en question. Or, en pratique, ces solutions peuvent s'adsorber sur la lentille 
lors du rin9age et Stre relargues pendant plusieurs heures apres mise en contact avec le 
globe oculaire du patient. 

Du point de viie pratique, les solutions ioniques aqueuses, pour autant qu'elles sont 
destinies k Tutilisation pour le rinpage des lentilles de contact peuvent etre preparSes 
conune indique dans la demande de brevet identifiee plus haut dans laquelle on trouvera 
6galement d*utiles precisions quant k leur propriStes. 
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REVENDICATIONS 



1. Utilisation pour le xingage des Iratilles de contact, notaimnent cellos etablies en 
materiaux hydrophile, d*une solution ionique aqueuse obtenue a partir de Teau de na©r dont 
la composition ionique est du point de vue qualitatif celle de Teau de mer et du point de 
vue quantitatif telle que d'une part son pH soit de 4 4 9, de preference de 7 i 8 et que 
d*autre part son osmoTalite soit de 150 a 700, de preference de 250 a 350 mOsna/kg, 

2. Utilisation pour le rin9age des lentilles de contact, notamment celles etablies en 
materiaux hydrophile, d'une solution ionique aqueuse, caracterisee par 

- une valeur de pH de preference inferieure ou au plus egale aux valeurs les.plus 
basses du pH de Teau de mer, 

- une osmolality inferieure ^ celle de Teau de mer et 

- une composition du point de vue ionique qui est qualitati VCTient et 
quantitativement celle de I'eau de mer, k Texception du point de vue qualitatif, 
d'une part, de la concentration en potassium qui est sup^rieure k celle de Teau 
de mer et, d' autre part, des concentrations en Na, Mg, Ca et CI qui sont 
inf&rieiu'es k celles de Teau de mer, lesdites concentrations 6tant 

opour Na*, de 1300 a 1500, de preference de 500 k 1000 mgA, 
o pour K*, de 4500 a 6500, de preference de 5000 a 6000 mg/1, 
opour Mg**, de 50 a 1300, ^e preference de 100 a 500 mg/1, 
opo\ir Ca**, de 20 a 350, de preference de 40 k 200 mg/1, 
opour CI*, de 4000 a 6000, de preference de 4500 a 5000mg/l. 



